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(54) BezeichDung: VERWENDUNG VON TREOSULFAN ZUR KONDITIONIERUNG VON PATIHN IHN VOR KNOCHEN- 
MARKIRANSPLANTATION ODER BLUTSTAMMZELLTRANSPLANTATION 

(57) Abstract: The invention relates to the use of treosulfan as a conditioning agent before allogenic transplantation of bone mar- 
£^ row or haematopoietic stem cells, whereby treosulfan is administered, either as single effective agent, or in combination with other 
chemotherapetic agents or immunosuppressant agents. 



o 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Treosulfan als Konditionierungsagens vor alloge- 
ner Transplantation von Knochenmark oder hamatopoetischen Stanamzellen, wobei Treosulfan entweder mit anderen Chemothera- 
peutika bzw. Immunsupprimierenden Mitteln kombiniert oder als einzig wirksame Substanz verabreicht wird. 
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Vei^enduna von Treosulfan zur KonditionierunQ von Patiienten 
vor KnochenmarktiransplaTitialiion oder Blut:st:aininzellt:ransplantation 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Treosulfan ^ 
als Konditionierungsagens vor allogener Transplantation von 
Knochenmark oder hamatopoetischen Stammzellen, wobei Treosulfan 
entweder mit anderen Chemotherapeutika bzw. iimnunsupprimierenden 
Mitteln kombiniert oder als einzig wirksame Substanz angewendet 
wird . 

Patienten werden vor einer allogenen Knochenniark- oder hamatopoe- 
tischen Stammzell-Transplantation einer sogenannten Kpnditionie- 
rungs therapie unterzogen, um 

a) die eigenen Vorlauf erzellen ( Stamrazellen ) der Blutbildung 

des Enipf angers zu elirainieren, ^ , 

b) eine Inununsuppression des Empf angers zu erreichen, die eine 
akute AbstoJiung des Transplatates verhindert, und 

c) eine zytotoxische Reduktion eventuell noch vorhandener 
maligne entarteter Zellen im Empf anger zu erreichen. 
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Als etablierte Mittel der Konditionierung wird z.B. eine Koin- 
bination aus Busulfan und Cyclophosphamid verabreicht, bevor die 
Knochenmark- oder hamatopoetischen Staminzellen des Spenders 
transplantiert werden- 

5 

Ein wesentliches Risiko bei der allogenen Knochenmarktransplan- 
tation ist neben der Moglichkeit einer entgleisenden "Graft 
versus Host-Reaction" (GvHD), d.h. der Aggression der mi.tiiber- 
tragenen reaktiven Iiranunzellen gegen Organe des Empf angers, die 

10 vergleichsweise hohe Toxizitat der vorangestellten Konditionie- 
v^:^*'- rungsstherapie . Obwohl die Nebenwirkungen dieser Konditionierung, 
insbesondere die hohe Busulf an-assoziierte Morbiditat und 
Mortalitat ein wesentlicher Nachteil dieser seit langem zum 
Einsatz kommenden Therapie ist, wurden bislang keine vergleichbar 

15 effektiven aber nebenwirkungsarmeren Alternativen entwickelt. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher die Bereitstellung 
einer Konditionierungstherapie bzw. eines Konditionierungsagens , 
das die im Stand der Technik bekannten Nachteile nicht aufweist. 

20 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaJi durch Verwendung von Treosulfan 
als Konditionierungsagens gelost, Insbesondere wird die Aufgabe 
r durch den Gegenstand der beigefiigten Patentanspriiche gelost. 

25 Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde nun iiberraschender- 
weise f estgestellt , dai3 die gravierenden Nachteile beziiglich der 
Toxizitat herkommlicher Konditionierungen vermieden werden kon- 
nen, wenn man Treosulfan als Konditionierungsagens vor allogenen 
Transplantationen von Knochenmark oder hamatopoetischen Stammzel- 

30 len (Blutstammzellen, vorzugsweise periphere Blutstammzellen) 
verwendet . 

Bei Treosulfan handelt es sich um L-Treitol-1 , 4-bis-methansulf o- 
nat, ein Dihydroxy-Derivat des Alkylans Busulfan, das erstmals 
35 1961 synthetisiert wurde und bislang nur als konventionell do- 
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siert.es Chemotherapeutikum, beispielsweise bei Patientinnen mit 
Ovarialkarzinom, oral oder intravenos eingesetzt wird. 

Erf indungsgemaJi wurde f estgestellt , da/5 Treosulfan z.B. ans telle 
5 von hochdosiertem Busulfan in vorteilhaf ter Weise mit Chemo- 
therapeutika und/oder immunsupprimierenden Mitteln^ wie Cyclo- 
phosphamid , Carbopla t in , Thiotepa , Melphalan , Fludar abin , 
iininunsuppresiven Antikorpern oder Ganzkorperbestrahlung, ef f ektiv 
kombiniert werden kann, wodurch sich die auf Busulfan zuriickzu- 
10 fiihrenden, schwerwiegenden und z.T. mit todlichem Ausgang ver- 
bundenen Nebenwirkungen iiberwiegend oder vollstandig vermeiden 
lassen. Insbesondere die Busulf an-assoziierten schwerwiegenden 
Leber,- Lungen-, Nieren- und ZNS-Toxizitaten werden beim Einsatz 
von Treosulfan selbst in hohen Dosierungen nicht beobachtet. 

15 

Ein wesentlicher Vorteil von Treosulfan ist seine im Gegensatz 
zu Busulfan bestehende hohe Wasserloslichkeit , die die Zuberei- 
tung von Inf usionslosungen ermoglicht. Im Gegensatz dazu wird 
Busulfan aufgrund seiner geringen Loslichkeit iiblicherweise in 

20 Form von Tabletten verabreicht, die in individuell sehr unter- 
schiedlichem Mafle resorbiert werden. Da die orale Verabreichung 
von Busulfan aufgrund gastro-intestinaler Nebenwirkungen von 
vielen Patienten ferner nur schlecht vertragen wird, kommt es 
haufig zum Erbrechen, was eine verlaflliche und reproduzierbare 

25 Bioverfiigbarkeit von z.B. Busulfan im Einzelfall erheblich be- 
eintrachtigt . Intravenos verabreichbare Busulf an-enthaltende 
Losungen hingegen sind nur mit Hilfe von Losungsvermittlern, wie 
z.B. Dimethylazetamid, erhaltlich, die ihrerseits Nebenwirkungen 
auslosen konnen. 

30 

Im Gegensatz dazu lassen sich mit Treosulfan ohne weiteres Infu- 
sionslosungen herstellen. Die intravenose Applikation ermoglicht 
eine genaue Wirkstof f -Dosierung und sichere Anwendung. Dariiber 
hinaus hat sich iiberraschenderweise gezeigt, dafl sich mit 

35 hochdosiertem Treosulfan allein oder in Kombination mit z.B. 
Cyclophosphamid oder Fludarabin eine erfolgreiche und sichere 
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Konditionierungstherapie bei gleichzeitig deutlich verminderten 
Nebenwirkungen durchfiihren laBt. Die Gesamtdosis des verabreich- 
ten Treosulfans betragt raindestens 20 q/m' Korperoberf lache und 
liegt vorzugsweise im Bereich von 2 0 bis 60 g/m - 

5 

Erf indungsgemaJi ist es daher moglich, die herkonunliche Konditio- 
nierung mit z.B. Busulfan / Cyclophosphamid durch eine Konditio- 
nierung unter Verwendung von Treosulfan / Cyclophosphamid oder 
Treosulfan / Fludarabin zu ersetzen. Dabei werden beispielsweise 
10 3 X 14 bis 16 g Treosulf an/m^ Korperoberf lache (entsprechend 
0 einer Gesamtdosis von 42 bis 48 g/m^) an drei auf einanderf olgen- 
den Tagen verabreicht . Anschliefiend werden 60-100 mg Cyclo- 
phosphamid/kg Korpergewicht an den zwei darauf f olgenden Tagen 
inf undiert . 

15 

Im Rahraen der vorliegenden Erfindung wurde ferner iiberraschen- 
derweise f estgestellt , dafl man Treosulfan auch alleine verwenden 
kann, da Treosulfan in hoheren Dosierungen nicht nur primitive 
Stammzellen, sondern auch die sogenannten "committed stem cells" 
20 eliminieren kann. Auf diese Weise konnen sowohl Busulfan als auch 
Cyclophosphamid durch Treosulfan allein ersetzt werden, wobei die 
bei der konventionellen Konditionierungstherapie beobachteten 
schwerwiegenden und zum Teil todlichen Nebenwirkungen vob 
Busulfan und/oder Cyclophosphamid nicht auftreten. 



25 



Fiir die Konditionierungstherapie mit Treosulfan als alleinigem 
Wirkstoff sind mindestens etwa 20 g Treosulf an/m^ Korperober- 
flache erf orderlich/ vorzugsweise werden etwa 20 bis etwa 60 
q/m , vorteilhaf terweise 30 q/m' und besonders bevorzugt 4 2 bis 

30 48 g Treosulf an/m^ Korperoberf lache als Gesamtdosis fiir den zu 
behandelnden Patienten verabreicht. Treosulfan kann entweder 
einmalig oder iiber einen Zeitraum von bis zu 1 Woche (7 Tagen) 
appliziert werden. Bei der einmaligen Dosierung ist eine 
zweistiindige Infusion der o. g. Gesamtdosis denkbar, es kann 

35 jedoch auch eine Dauerinf usion iiber einen Zeitraum von bis zu 24 
Stunden erfolgen. Wird die Konditionierung iiber einen Zeitraum 
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von beispielsweise 2 bis 7 Tagen (z.B. iiber 3, 5 oder 7 Tage) 
durchgefiihrt^ koimnen tagliche Infusionen iiber einen Zeitraum von 
0^5 bis 24 Stunden in Betracht . Die Summe der taglichen Einzel- 
dosierungen entspricht der zuvor genannten Treosulf an-Gesamt- 
dosis/ wobei die taglich applizierten Wirkstof fmengen unterein- 
ander gleich oder verschieden sein konnen. Denkbar ist auch, die 
Konditionierung im Rahmen einer uber z.B. 3, 5 oder 7 Tage 
erfolgenden Dauerinfusion durchzuf iihren . 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit die Verwendung von 
Treosulf an zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung 
zur Konditionierungstherapie ( Konditionierungsagens ) vor 
allogener Transplantation von Knochenmark oder hamatopoetischen 
Staramzellen, wobei Treosulf an entweder alleine oder zusammen (in 
Kombination) mit anderen Chemotherapeutika und/oder immunsup- 
primierenden Mitteln (wie z.B, Cyclophosphamide Fludarabin, 
Thiotepa, Melphalan, Carboplatin, iiranunsuppressiven Antikorpern, 
Ganzkorperbestrahlung etc) verabreicht wird. Das heifit, dafl man 
Treosulf an entweder als alleinigen Wirkstof f oder in Kombination 
mit raindestens einem weiteren chemotherapeutischen Agens und/oder 
immunsupprimierenden Mitteln zur Herstellung eines Konditionie- 
rungsagens bzw. Konditionierungsmedikaments verwendet, wobei die 
pharmazeutische Zusammensetzung in besonderer Weise zur Kon- 
ditionierungstherapie bei zusatzlicher Ganzkorperbestrahlung des 
Patienten geeignet ist. 

Bei der pharmazeutischen Zusammensetzung ^ die Treosulf an und 
mindestens ein weiteres chemotherapeutisches Agens und/oder 
immunsupprimierende Mittel enthalt, handelt es sich urn ein 
Kombinationspraparat, das entweder in Form einer alle Wirkstof fe 
enthaltenden Formulierung oder in einer Verpackungseinheit 
vorliegt, die die Wirkstoffe in raumlich getrennten Formulie- 
rungen {in getrennten Behaltern) umfafit, d.h in Form einer 
Treosulf an-enthaitenden pharmazeutischen Zusammensetzung und 
einer (davon raumlich getrennten) mindestens ein chemotherapeu- 
tisches Agens und/oder iimnunsupprimierende Mittel enthaltenden 
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pharmazeutische Zusainmensetzung . Dementsprechend werden die 
Wirkstof fe bei den oben genannten Koinbinationspraparaten vor der 
Knocheninartransplantation oder Blutstammzell transplantation 
entweder gleichzeitig oder zeitlich versetzt verabreicht. 

5 

Die vorliegende Erfindung betrif ft daher neben der Verwendung von 
Treosulfan als alleinigem Wirkstoff zur Herstellung eines 
Konditionierungsagens auch Kombinationspraparate, die Treosulfan 
und mindestens ein weiteres chemotherapeutisches Agens und/oder 
10 iiranunsupprimierende Mittel enthalten. Die Einzelheiten zur 
7) Verwendung ( Verabreichung) von Treosulfan, einschliefilich der 
Kombination mit anderen Wirkstof fen ( insbesondere rait Cyclo- 
phosphamid), sind bereits oben genannt . Die pharinazeutischen 
Zusammensetzungen und Kombinationspraparate sind dementsprechend 
15 so formuliert und enthalten die jeweils genannten Wirkstoffe in 
solchen Konzentrationen, dafi sie zur Verabreichung. der genannten 
Wirkstof fraengen iiber die angegebenen Zeitrauine geeignet sind. 

Verglichen mit Busulf an besitzt Treosulfan trotz identischer DNA- 
20 Alkylierungsorte moglicherweise auf grund seines unterschiedlichen 
Alylierungsmechanismus eine vergleichbare Wirksamkeit jedoch ein 
erheblich reduziertes Nebenwirkungspotential . So zeigt Treosulfan 
eine signifikante Stammzelltoxizitat sowohl gegeniiber primitiven 
Staramzellen als auch gegeniiber sogenannten "committed stem 
25 cells", wahrend es im Gegensatz zu Busulf an ein nur geringes 
nicht-hamatologisches Toxizitatsprof il und insbesondere keine 
signifikante Leber-, Nieren-, ZNS- oder Lungentoxizitat aufweist. 

Aufgrund seiner hohen Wasserloslichkeit kann Treosulfan leicht 
30 intravenos verabreicht werden und zeigt verlaliliche und lineare 
pharmakokinetische Eigenschaf ten . 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen beschrieben. 



35 
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Beispiele 

Es wurde untersucht, ob Treosulfan vergleichbare stammzelltoxi- 
sche Eigenschaf ten beziiglich des Knochenmarks wie Busulfan auf- 
5 weist, wobei beide Wirkstoffe bei einer maximal tolerierten Dosis 
in einem murinen Knochenmarktransplantationsmodell verabreicht 
wurden . 

Die Empf angermause (B6-Gpi-i^) wurden mit 3 x 2500 mg/kg bzw. 

10 7500 mg/kg (entsprechend 22,5 g/m^) Treosulfan bzw. 50 mg/kg 
Busulfan behandelt. 24 Stunden nach Verabreichung vAirde die 
Eliminierung der unterschiedlichen hamopoetischen Stammzellen im 
Wirts-Knochenmark unter Verwendung des In vitro Cobble stone area 
forming cell assays (CAFC; vgl . Ploemacher et al . , Blood 78 

15 (1991) 2527-2533) ermittelt. 

Die tagliche Fraktionierung der verabreichten hoheren Treosulf an- 
Dosen (3 x 2500 mg/kg) fiihrte iiberraschenderweise zu einer 
effektiven Eliminierung sowohl der primitiven als auch der 
20 sogenannten "committed" Progenitorzellen um 3 bis 5 Zehnerpoten- 
zen- 

In f raktionierten Dosen verabreichtes Treosulfan wurde auch in ( . 

einem H-2-kompatiblen allogenen Knochemnarktransplantationsver- 

25 such (C.B10->B6) evaluiert . Dabei muB eine immunologische Ab- 
stoflungsreaktion des Transplantates durch die Konditionierung mit 
z.B. Treosulfan verhindert werden^ bevor ein Anwachsen des 
Transplantates moglich wird. In diesem Fall war Treosulfan allein 
in der Lage, einen nahezu vollstandigen und stabilen Donor-Typ- 

30 Chimarismus im Empfanger zu induziereru" Dagegen war Busulfan 
allein nicht in der Lage, eine effektive Konditionierung der 
Versuchstiere vor allogener Knochenmarktransplantation zu bewir- 
ken. Vielmehr muflten zusatzliche Gaben von z.B. Cyclophosphamid 
eine ausreiche Immunsuppression bewirken, um eine Transplantat- 

35 abstoiiung zu verhindern und einen kompletten Donor-Typ-Chimaris- 
mus zu induzieren. 
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Patientianspruche 



1. Verwendung von Treosulfan zur Herstellung einer pharmazeuti- 
schen Zusaininensetzung zur Konditionierungstherapie vor 
allogener Transplantation von Knochenmark oder hamatopoeti- 
schen Stammzellen . 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet ^ dai3 man 
Treosulfan zusainmen mit mindestens einem weiteren chemo- 
therapeutischen Agens und/oder immunsupprimierenden Mitteln 
verwendet . 

3. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet> daJi die 
pharmazeutische Zusammensetzung ein Kombinationspraparat 
ist. 

4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , daii das 
chemotherapeutische Agens ein Cytostatikum ist. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , daB das 
Cytostatikum aus der Gruppe bestehend aus Cyclophosphamide 
Thiotepa, Melphalan, Carboplatin oder Fludarabin ausgewahlt 
ist . 

6. Verwendung nach Anspruch 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet , 
dafl die immunsupprimierenden Mittel immunsuppressive 
Antikorper sind. 

7 • Verwendung nach den Anspriichen 2 bis 6 zur Konditionierung^ 
therapie bei zusatzlicher Ganzkorperbestrahlung des Patien- 
ten . 

8. Verwendung nach den Anspriichen 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi man die pharmazeutische Zusammensetzung so 
formuliert, daJ3 sie zur Verabreichung von Treosulfan in 
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einer Gesamtdosis von 20 bis 60 q/m Korperoberf lache 
geeignet ist. 

9. Verwendung nach Anspruch 8^ dadurch gekennzeichnet , dafl man 
dafi man die pharmazeutische Zusammensetzung so formuliert, 
daJi sie zur Verabreichung von Treosulfan in einer Gesamt- 
dosis von 42 bis 48 g/m^ Korperoberf lache geeignet ist. 

10. Verwendung nach Anspruch 8 oder 9> dadurch gekennzeichnet , 
dafl man die pharmazeutische Zusammensetzung so formuliert, 
dafi sie zur einmaligen Infusion von Treosulfan iiber einen 
Zeitraum von 2 bis 24 Stunden geeignet ist. 

11. Verwendung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet , 
dafi man die pharmazeutische Zusammensetzung so formuliert, 
daii sie zur Infusion von Treosulfan iiber einen Zeitraum von 
2 bis 7 Tagen jeweils taglich iiber einen Zeitraum von 0,5 
bis 24 Stunden geeignet ist- 

12. Verwendung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet , 
daB man die pharmazeutische Zusammensetzung so formuliert, 
daJ3 sie zur Dauerinf usion von Treosulfan iiber einen Zeitraum 
von 1 bis 7 Tagen geeignet ist. 

13. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , daJi das 
Cytostatikum Cyclophospharaid ist und man die pharmazeutische 
Zusammensetzung so formuliert, da/i sie zur Verabreichung von 
je 14 bis 16 g Treosulf an/m^ Korperoberf lache an 3 aufeinan- 
derfolgenden Tagen und von je 60 bis 100 mg Cyclophospha- 
mid/kg Korpergewicht an den 2 darauf f olgenden Tagen geeignet 
ist. 

14. Kombinationspraparat , das Treosulfan und mindestens ein 
weiteres chemotherapeutisches Agens und/oder immunsup- 
primierende Mittel enthalt. 
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15. Koiubinationspraparat nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daJ3 das chemotherapeutische Agens ein Cytostatikum 
ist • 

16. Kombinationspraparat nach Anspruch 15, dadurch. gekenn- 
zeichnet, dafi das Cytostatikum aus der Gruppe bestehend aus 
Cyclophosphamide Thiotepa, Melphalan, Carboplatin oder 
Fludarabin ausgewahlt ist. 

17. Kombinationspraparat nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die immunsupprimierenden Mittel immunsuppres- 
sive Antikorper sind, 

18. Kombinationspraparat nach den Anspriichen 14 bis 17 zur Kon- 
ditibnierungstherapie bei zusatzlicher Ganzkorperbestrahlung 
des Patienten. 

19. Kombinationspraparat, bestehend aus einer Verpackungsein- 
heit, die eine Treosulf an-enthaltende pharmazeutische 
Zusammensetzung sowie eine ein chemotherapeutisches Agens 
und/oder immunsupprimierende Mittel enthaltende pharmazeuti- 
sche Zusammensetzung umfaflt. 

20. Kombinationspraparat nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daJ3 das chemotherapeutische Agens Cyclophosphamid 
ist . 
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Patentanspruchen die entsprechende Stutze bzw. der Patentanmeldung die 
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geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird, das Produkt uber das 
jeweils erstrebte pharmakologi sches Profil zu definieren. Auch dieser 
Mangel an Klarheit ist dergestalt, da6 er eine sinnvolle Recherche uber 
den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich macht. Daher wurde die 
Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerlchtet, welche im o.a. 
Sinne als klar, gestutzt oder offenbart erscheinen, namlich die Teile 
betreffend die in der Beschreibung angegebenen Produkte und 
Zusammenstellungen unter angemessener Berucksichtigung der erf i nderi schen 
Idee die der Anmeldung unterliegt. 

Anspruche vollig gesucht: 1,5,13,16,20. 

Anspruche nicht vollig gesucht: 2-4,6-12,14,15,17-19. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein i nternationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerwei se nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fiir den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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